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RESUMO 

 

Feridas de pele em mamíferos adultos geralmente resultam numa cicatriz com a substituição 

do tecido original por matriz extracelular rica em colágeno, mas em embriões é frequente a 

regeneração do tecido original. A ausência ou diminuição do infiltrado inflamatório na lesão 

tem sido correlacionada com maior ocorrência de regeneração ou uma melhora da 

cicatrização. O Hormônio Alfa-Melanócito Estimulante (α-MSH) é produzido no sistema 

nervoso central e também por células do sistema imune ou na pele e um dos seus efeitos é 

estimular a síntese de eumelanina. A ação do α-MSH ocorre por meio de sua ligação aos 

receptores de melanocortinas (MC-R), expressos em diferentes células da pele, além de 

macrófagos, mastócitos e linfócitos T. A proteína agouti é um antagonista dos MC-R1 e MC-

R4 e sua ligação a estes receptores na pele inibe a produção da eumelanina. O α-MSH 

também tem amplos efeitos anti-inflamatórios e pode inibir a síntese de citocinas, tais como 

IL-1, TNF-α, IFN-γ ou mediadores inflamatórios tais como, prostaglandinas e histamina. 

Testamos se a injeção intraperitoneal de α-MSH ou de agouti, 30 minutos antes da realização 

de lesões cutâneas em camundongos C57BL/6 adultos alteram o infiltrado leucocitário e a 

deposição de matriz extracelular no dias 3 e 40 após a lesão. A administração de 125mg/kg da 

proteína agouti não alterou o número (média ± SEM) de leucócitos (agouti 4,12 ± 0,28 vs 

controle 4,64 ± 0,34) e de mastócitos (agouti 11,0 ± 1,22 vs controle 9,5 ± 0,95) no terceiro 

dia após a lesão. Também não alterou significativamente a área da cicatriz medida 40 dias 

após a lesão, seja macroscopicamente (agouti 11,78 ± 0,48 vs controle 12,92 ±1,05) ou 

microscopicamente (agouti 0,30 ± 0,03 vs controle 0,33 ± 0,02). Entretanto a administração 

de 1,0 mg/kg de α-MSH reduziu significativamente o número de leucócitos (α-MSH 2,05 ± 

0,06 vs controle 4,64 ± 0,34) e mastócitos (α-MSH 5,5 ± 0,27 vs controle 9,5 ±0,95) 3 dias 

após realização da lesão e a área de cicatriz medida macroscopicamente (α-MSH 9,24 ± 0,65 

vs controle 12,92 ± 1,05) e microscopicamente (α-MSH 0,22 ± 0,01 vs controle 0,33 ± 0,02) 

40 dias após a mesma. A injeção de α-MSH resultou em uma melhor organização das fibras 

colágenas e um aumento da quantidade de colágeno III (α-MSH 0,78 ± 0,1 vs controle 0,51 ± 

0,06) sem alterar a quantidade de colágeno I (α-MSH 0,55 ± 0,05 vs controle 0,60 ± 0,1) 40 

dias após a lesão. 

Palavras chaves: Reparo de feridas, cicatrização, hormônio alfa-melanócito estimulante, 

neuropeptídeos, inflamação



ABSTRACT 

 

Skin wound healing in adult mammals frequently result in scar tissue formation where 

collagen replaces the original tissue, whereas wound closure in fetal skin heals with 

regeneration of the original tissue. Reduction or alteration in the inflammatory cell 

composition after wound has been correlated with regeneration or reduction of scar tissue 

formation. Alpha-melanocyte stimulating hormone (α-MSH) is produced in the central 

nervous system as well as by immune cells or in the skin where it can stimulate eumelanin 

production. The action of α-MSH is mediated by melanocortins receptors (MC-R1 and MC-

R4) expressed on skin cells, macrophages, mast cells and T-lymphocytes. Agouti is one 

antagonist of MC-R1 and MC-R4 and binding of agouti to these skin receptors inhibits 

eumelanin production. Alpha-MSH also has broad anti-inflammatory effects inhibiting the 

production of pro-inflammatory cytokines, prostaglandins and histamine.  We tested if the 

intraperitoneal injection of α-MSH or agouti, 30 minutes before skin lesion in C57BL/6 adult 

mice, would alter the inflammatory infiltrate and extracellular matrix deposition as observed 3 

and 40 days after lesion. The injection of 125 mg/Kg of agouti did not change leukocyte 

(mean ± SEM - agouti 4,12 ± 0,28 vs control 4,64 ± 0,34) or mast cell (agouti 11,0 ± 1,22 vs 

control 9,5 ± 0,95) numbers 3 days after the lesion. Nor did the injection of agouti change scar 

area measured macroscopically (agouti 11,78 ± 0,48 vs control 12,92 ±1,05) or 

microscopically (agouti 0,30 ± 0,03 vs control 0,33 ± 0,02) 40 days after the lesion. However, 

the injection of 1,0 mg/kg of α-MSH significantly reduced leukocyte (α-MSH 2,05 ± 0,06 vs 

control 4,64 ± 0,34) and mast cell (α-MSH 5,5 ± 0,27 vs control 9,5 ±0,95) counts 3 days after 

the lesion and also reduced scar area 40 days after the lesion measured either macroscopically 

(α-MSH 9,24 ± 0,65 vs control 12,92 ± 1,05) or microscopically (α-MSH 0,22 ± 0,01 vs 

control 0,33 ± 0,02). In addition, α-MSH injection resulted in better collagen deposition, 

increased collagen III (α-MSH 0,78 ± 0,1 vs control 0,51 ± 0,06) without alteration in 

collagen I (α-MSH 0,55 ± 0,05 vs control 0,60 ± 0,1), 40 days after the lesion. 

Keywords: wound repair, alpha-melanocyte stimulating hormone, neuropeptide, 

inflammation 
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1 – REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 – Sobre a pele: um dos órgãos de interface entre corpo e meio ambiente 

 

 

A pele é um órgão que recobre toda a superfície externa do corpo e permite a 

interface deste com o meio ambiente(Brodell and Rosenthal 2008). Ela é constituída pela 

epiderme, uma camada mais superficial, de origem ectodérmica, composta por um epitélio 

estratificado pavimentoso queratinizado, que pode ser dividido em cinco camadas 

morfologicamente distintas: córnea, lúcida, granulosa, espinhosa e basal. Ao longo destas 

camadas são encontradas quatro populações distintas de células: os queratinócitos, presentes 

em todas as camadas, as células de Langerhans, presentes na camada espinhosa, os 

melanócitos e as células de Merkel, presentes na camada basal(Gartner and Hiatt 2007; 

Junqueira and Carneiro 2004; McGrath et al, 2008; Pagnano et al, 2009). 

Logo abaixo da epiderme, localiza-se a derme, uma camada de origem mesodérmica, 

composta por um tecido conjuntivo denso não modelado, onde se podem encontrar diferentes 

populações celulares, tais como fibroblastos, macrófagos e mastócitos, entre outras, além de 

vasos sanguíneos e nervos. Em sua interface com a epiderme pode-se observar a formação de 

projeções denominadas cristas ou papilas, motivo pelo qual esta camada é chamada de derme 

papilar. Nesta região encontra-se um tecido conjuntivo frouxo constituído por delgadas fibras 

de colágeno I, colágeno III e fibras elásticas. Além disso, ligando a epiderme à derme 

encontram-se fibrilas de ancoragem, constituídas por colágeno do tipo VII. Mais 

profundamente, abaixo da derme papilar encontra-se a derme reticular formada por espessas 

fibras de colágeno I e fibras elásticas entrelaçadas, além de proteoglicanos, ricos em dermatan 

sulfato. Esta região da derme contém estruturas derivadas da epiderme, tais como glândulas 

sudoríparas, folículos pilosos e glândulas sebáceas(Bensouilah et al, 2006; Brodell and 

Rosenthal 2008; Gartner and Hiatt 2007; Junqueira and Carneiro 2004; McGrath et al, 2008). 

Abaixo da pele encontra-se a hipoderme ou panículo adiposo, uma camada de tecido 

conjuntivo frouxo contendo quantidades variáveis de tecido adiposo. Em alguns animais, 

como camundongos e coelhos, abaixo da hipoderme é possível observar a presença de uma 

camada vestigial de músculo estriado, denominada panículo carnoso(Darwin 2000; Gartner 

and Hiatt 2007; Juqueira and Carneiro 2004; McGrath et al, 2008; Pagnano et al, 2009). 
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Fisiologicamente a pele é responsável por processos de extrema importância para 

manutenção do viver, tais como a síntese de vitamina D3, regulação da temperatura corporal, 

excreção, proteção contra desidratação e agressões de natureza química, física ou biológica, 

entre outros(Bensouilah et al, 2006; Gartner and Hiatt 2007; Juqueira and Carneiro 2004). 

 

1.2 – O processo de reparo de feridas de pele 

 

 

Diante das importantes funções desempenhadas pela pele a ocorrência de uma lesão 

que resulte na ruptura de sua integridade física pode acarretar sérias consequências ao 

organismo. Desse modo um processo de reparo que restabeleça de maneira satisfatória a 

integridade desse órgão se faz extremamente necessário. 

Em mamíferos, o reparo de pele, bem como de outros órgãos, é um processo 

fisiológico intrincado e bem orquestrado que envolve a secreção de diferentes fatores de 

crescimento, citocinas, entre outras substâncias(Pagnano et al, 2009; Rolfe and Grobbelaar 

2012), bem como a participação de variados tipos celulares durante uma coordenada e 

sobreposta cascata de eventos que podem ser separados em três estágios: 

hemostasia/inflamação, proliferação e remodelamento(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al, 

2008; Pagnano et al, 2009; Schreml et al, 2010). 

Imediatamente após a ocorrência de uma ferida inicia-se uma série de eventos que 

inibem o sangramento e impedem a entrada de microorganismos, bem como o extravasamento 

de plasma e líquido tissular(Bielefeld et al, 2012; Rubin et al, 2006). Tais eventos englobam a 

vasoconstrição, ativação da cascata de coagulação, agregação e degranulação de plaquetas e 

resultam na formação do coágulo de fibrina, o qual, nestes momentos iniciais, atua como uma 

matriz provisória auxiliando a migração de células inflamatórias(Bielefeld et al, 2012; Rubin 

et al, 2006; Satish and Kathju 2010; Schreml et al, 2010; Schultz et al, 2011). Além de 

participarem ativamente da formação do coágulo de fibrina, as plaquetas são responsáveis 

pela liberação de fatores de crescimento e citocinas que atuam na atividade de fibroblastos e 

fornecem estímulos quimiotáticos para neutrófilos, outros fibroblastos e monócitos(Moulinet 

al, 1998). A ativação do sistema complemento e produtos da degradação bacteriana também 

atuam no recrutamento de neutrófilos para o local da ferida(Gurtner et al, 2008). 

Inicialmente uma resposta inflamatória neutrofílica aguda liquefaz o tecido necrótico 

(Rubin et al, 2006) removendo fragmentos bacterianos ou corpos estranhos que se localizem 
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no leito da ferida(Bielefeld et al, 2012). A fibronectina, proveniente do plasma extravasado, 

se liga a fibrina, a alguns componentes da matriz extracelular (MEC), tal como o colágeno e 

às membranas celulares facilitando a fagocitose.  Além disso, a fibronectina, bem como os 

restos celulares e produtos bacterianos atuam como quimioatraentes para variados tipos 

celulares, dentre eles os monócitos(Rubin et al, 2006). 

Durante a fase inflamatória, que ocorre de 2 a 3 dias após o surgimento da lesão, os 

monócitos diferenciam-se em macrófagos e atuam como fagócitos ingerindo debris celulares, 

neutrófilos mortos, além de secretarem colagenases, fatores de crescimento e citocinas 

importantes para o recrutamento de fibroblastos, movimento de células epiteliais e 

angiogênese(Bielefeld et al, 2012; Rubin et al, 2006; Satish and Kathju 2010). A ação de 

neutrófilos ou macrófagos, caso seja muito intensa ou prolongada, pode resultar na formação 

de uma cicatriz indesejada, hipertrófica(Satish and Kathju 2010). Por outro lado, a redução do 

número de macrófagos presentes na área da ferida durante os estágios iniciais do processo de 

reparo ocasiona uma redução na extensão da cicatriz formada(Lucas et al, 2010). 

Outro tipo celular que pode regular a formação ou não de cicatriz durante o processo 

de reparo é o mastócito. Wulff e colaboradores, em 2012, demonstraram que feridas de 

embriões de camundongos que se encontram em um estágio do desenvolvimento no qual não 

há formação de cicatriz apresentam um menor número de mastócitos, quando comparados a 

feridas de embriões que reparam com a formação de cicatriz, por volta do 18º dia do 

desenvolvimento. Além disso, a extensão da cicatriz formada em fetos de camundongos Kit 

W/W-v
, deficientes em mastócitos, é significativamente menor quando comparados a fetos do 

tipo selvagens, Kit 
+/+

(Wulff et al, 2012). 

Por volta do segundo dia após o surgimento da ferida inicia-se a fase proliferativa 

que é caracterizada pela re-epitelização da epiderme, reconstituição da derme juntamente com 

a angiogênese. Os novos brotos de capilares associados com fibroblastos e macrófagos dão 

origem ao tecido de granulação, que atua como um substrato para a migração dos 

queratinócitos, os quais proliferam, diferenciam e recompõem a barreira funcional do 

epitélio(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al, 2008). Os fibroblastos recrutados para o leito da 

ferida proliferam e secretam proteínas da MEC(Bielefeld et al, 2012). O coágulo de fibrina 

começa então a ser destruído por ação das metaloproteinases e da fagocitose. À medida que a 

fibrina vai sendo removida, ocorre à deposição de uma matriz temporária formada por 

variantes imaturas ou embrionárias da MEC, tais como a fibronectina e colágeno do tipo III, 
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além de proteoglicanos e colágeno do tipo I(Bielefeld et al, 2012; Clark 1990; Ffrench-

Constant et al, 1989; Rubin et al, 2006). 

Alguns fibroblastos aumentam os níveis de expressão de moléculas de adesão e 

diferenciam-se em miofibroblastos, células contráteis com altos níveis de α-actina de músculo 

liso (α-SMA), que contribuem para a aproximação das bordas da ferida e juntamente com os 

fibroblastos atuam na síntese e alinhamento das fibras de colágeno(Gurtner et al, 2008; Hinz 

2007; Satish and Kathju 2010). 

Por volta de duas a três semanas após a ferida inicia-se a fase de remodelamento, que 

pode durar indefinidamente sem que a região ferida alcance a força da pele intacta, não 

lesionada(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al, 2008; Pagnano et al, 2009). Neste período os 

processos ativados logo após a lesão começam a cessar. A maioria das células encontradas no 

leito da ferida sofre apoptose (Desmouliere et al, 1995) e esta região passa a se constituir 

principalmente por colágeno e outras proteínas de matriz. Na verdade, a reorganização desta 

matriz envolve a degradação e substituição da MEC imatura ou embrionária, rica em 

fibronectina e colágeno tipo III, por colágeno tipo I, cujas fibras apresentam uma organização 

em bandas(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al, 2008). Juntos estes eventos são responsáveis 

pelo aumento da força de tensão, diminuição do tamanho da cicatriz e redução dos sinais 

inflamatórios resultando na formação de um tecido cicatricial acelular que é bem diferente da 

pele não lesada(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al, 2008; Pagnano et al, 2009; Satish and 

Kathju 2010). 

Usualmente em humanos adultos o reparo resulta na formação de uma cicatriz que 

frequentemente se torna contraída e menos resistente a tensão. Este novo tecido é, em sua 

maioria, formado por fibroblastos que depositam uma MEC desorganizada e rica em 

colágeno. Em alguns casos a partir de uma hiperproliferação de fibroblastos há uma deposição 

excessiva de colágeno que pode resultar na formação de cicatrizes hipertróficas ou quelóides. 

Embora ambos apresentem–se elevados, a cicatriz hipertrófica se restringe as margens da 

lesão inicial e frequentemente tende a uma regressão espontânea, enquanto os quelóides 

apresentam margens que ultrapassam a lesão inicial, ocasionam dor e não regridem de 

maneira espontânea (Gauglitz et al, 2011).  Por outro lado, durante o desenvolvimento 

embrionário/fetal o reparo da pele pode reconstruir completamente a arquitetura do tecido 

original em um processo chamado regeneração(Bielefeld et al, 2012; Gurtner et al, 2008). 

Uma das hipóteses para explicar como o resultado final do processo de reparo é 

diferentemente determinado durante a ontogênese envolve o sistema imune, uma vez que 
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fetos, cujo sistema imune ainda encontra-se imaturo, e camundongos adultos atímicos (nude-

nu) reparam a pele sem a formação de cicatriz(Bielefeld et al, 2012; Gawronska-Kozak et al, 

2006; Gurtner et al, 2008). De fato, o reparo de feridas fetais não apresenta uma fase 

inflamatória aguda como ocorre em adultos(Armstrong and Ferguson 1995; Cowin et al, 

1998; Hopkinson-Woolley et al, 1994; Rolfe and Grobbelaar 2012) estando as células imunes, 

tais como macrófagos e mastócitos, reduzidas e menos ativadas(Cowin et al, 1998; 

Hopkinson-Woolley et al, 1994; Wulff et al, 2012). Da mesma forma o perfil de expressão e a 

concentração de alguns fatores de crescimento e citocinas são diferentes durante o reparo fetal 

e adulto(Cowin et al, 1998; Rolfe and Grobbelaar 2012). Por exemplo, a pele fetal apresenta 

menores níveis de TGF-β1 e maiores níveis de TGF-β3 durante o reparo, quando comparado 

com o reparo em adultos(Soo et al, 2003). 

Assim como mostrado para o processo inflamatório, os componentes da MEC, tais 

como a tenacina-C e alguns tipos de colágeno, são depositados diferentemente em feridas 

fetais e de mamíferos adultos. Por exemplo, enquanto a expressão de tenacina-C é detectada, 

em fetos, nas margens da ferida uma hora após a realização da mesma, em adultos ela só é 

observada vinte quatro horas após a realização da lesão (Whitby and Ferguson 1991). Em 

relação às fibras de colágeno, lesões em pele de fetos apresentam uma maior relação entre 

colágeno III/I quando comparados a feridas realizadas em mamíferos adultos(Namazi et al, 

2011). Interessantemente, a deposição de colágeno não difere apenas na proporção de 

colágeno III/I ou em sua distribuição espacial e temporal, mas a organização das fibras 

também apresenta variações significativas. Em feridas fetais o colágeno depositado apresenta 

um padrão reticular indistinguível das fibras encontradas no tecido adjacente à lesão, 

enquanto que em feridas no adulto estas fibras apresentam-se organizadas em bandas 

alinhadas paralelamente à epiderme(Bielefeld et al, 2012; Rolfe and Grobbelaar 2012; van 

Zuijlen et al, 2003). 

 

1.3 – Neuropeptídeos e a pele 

 

 

Trabalhos recentes mostraram que há um retardo no tempo de fechamento de lesões 

cutâneas após a desnervação da pele (Martinez-Martinez 2012), o que impede também a 

regeneração de membros em anfíbios urodelos, tais como as salamandras (Dresden 1973). 

Interessantemente análises do blastema durante a regeneração dos membros posteriores de 
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larvas de Xenopus mostraram um aumento da expressão da pro-opiomelanocortina (POMC), 

precursor de alguns peptídeos hormonais, dentre eles o hormônio alfa-melanócito estimlulante 

(α-MSH) (King et al, 2003). 

A interligação entre inervação e reparo de lesões deve ocorrer através da liberação de 

neuropeptídeos, um grupo heterogêneo de moléculas polipeptídicas constituídas por 

aproximadamente 5 a 50 aminoácidos, produzidos a partir de grandes precursores, os quais 

são clivados e frequentemente modificados após a tradução(Hoyer and Bartfai 2012; Scholzen 

et al, 1998). Na pele, os neuropeptídeos são sintetizados e liberados predominantemente por 

pequenos neurônios aferentes não mielinizados, as fibras C, e em menor quantidade, pelas 

pequenas fibras mielinizadas Aδ. Além disso, os neuropeptídeos podem ser produzidos por 

células da pele, tais como queratinócitos, células endoteliais e fibroblastos, bem como células 

do sistema imune, residentes ou que infiltram na pele sob condições inflamatórias(Scholzen et 

al, 1998). 

Diversos trabalhos têm mostrado que certas doenças de pele, tais como psoríase e 

dermatite atópica, apresentam um componente neurogênico(Auriemma et al, 2012; Lotti et al, 

1995; Luger 2002; Roosterman et al, 2006; Scholzen et al, 1998). Além disso, os 

neuropeptídeos têm sido relacionados a processos inflamatórios, angiogênicos e 

fibroproliferativos em lesões cutâneas(Hiltz and Lipton 1990; Hocking et al, 2010; Kokot et 

al, 2009). 

 

1.4 – Hormônio Alfa-Melanócito Estimulante (α-MSH) 

 

 

Dentre os vários neuropeptídeos o hormônio α-MSH, uma melanocortina natural, 

tem se destacado por apresentar ampla atividade anti-inflamatória e imunomoduladora(Brod 

and Hood 2008; Eves et al, 2006; Hiltz and Lipton 1990; Jahovic et al, 2004; Luger et al, 

2000; Raap et al, 2003). Ele é um tridecapeptídeo originado a partir do processamento pós-

traducional da POMC pela ação proteolítica de uma família de convertases prohormônios, 

dentre elas as enzimas PC1 e PC2/7B2(Benjannet et al, 1991; Bohm et al, 2006; Brzoska et 

al, 2008; Seidah et al, 1999). 

Embora originalmente descrito na glândula pituitária, atualmente sabe-se que o α-

MSH é sintetizado por células da pele, tais como queratinócitos, células de Langerhans, 

melanócitos, células do folículo piloso, células endoteliais da microvasculatura dermal, além 
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de células do sistema imune, tais como monócitos e linfócitos(Bohm et al, 1999; Catania and 

Lipton 1993; Harvey et al, 2012; Lipton and Catania 1997; Luger et al, 2000; Luger et al, 

1997; Muffley et al, 2011; Thody et al, 1983) 

O peptídeo α-MSH se liga a receptores específicos localizados na superfície das 

células alvo, os receptores de melanocortinas (MC-R), os quais pertencem à superfamília de 

receptores acoplados a proteína G e possuem sete domínios transmembrana. Existem cinco 

subtipos de receptores de melanocortinas, MC-1R a MC-5R, os quais são expressos em 

diferentes células e apresentam afinidades distintas para o α-MSH(Brzoska et al, 2008; Luger 

and Brzoska 2007). 

O MC-1R é expresso em células de diferentes tecidos, dentre elas células da pele, 

tais como melanócitos(Thody et al, 1993), queratinócitos(Moustafa et al, 2002; Muffley et al, 

2011), fibroblastos(Bohm et al, 1999), basófilos(Bohm et al, 2012), células endoteliais e 

células da unidade pilosebácea. Além disso, o MC-1R é expresso também por 

macrófagos/monócitos, linfócitos, neutrófilos, mastócitos e células dendríticas(Becher et al, 

1999; Bohm et al, 2006; Brzoska et al, 2008; Catania et al, 1996; Neumann Andersen et al, 

2001). Inicialmente acreditou-se que a principal função do MC-1R estava relacionada à 

regulação da fisiologia da pele e à melanogênese, porém sua expressão em células do sistema 

imune associada a uma significante redução da ativação e translocação de NF-κB sugerem sua 

ativa participação na inflamação(Maaser et al, 2006; Manna and Aggarwal 1998). Dentre as 

melanocortinas o peptídeo α-MSH é o que apresenta maior afinidade pelo MC-1R(Brzoska et 

al, 2008; Luger 2002; Maaser et al, 2006), assim tem sido sugerido que ele exerça seu efeito 

anti-inflamatório, em partes, através da ligação e ativação de MC-1R. 

O MC-2R se liga especificamente ao hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), mas 

não em outras melanocortinas. Ele é expresso em células da glândula adrenal, onde atua na 

produção e liberação de esteróides, e também em queratinócitos, linfócitos, adipócitos e 

células β do pâncreas(Luger 2002; Maaser et al, 2006). 

Ambos MC-3R e MC-4R são expressos na musculatura esquelética e no sistema 

nervoso central (SNC), onde regulam o comportamento alimentar. Há também evidências da 

expressão de MC-3R em macrófagos e linfócitos sugerindo que ele medeie alguns dos efeitos 

anti-inflamatórios do α-MSH. Além disso, o MC-3R também é expresso no tecido cardíaco, 

onde participa da regulação das funções cardiovasculares(Getting et al, 2003; Maaser et al, 

2006), enquanto o MC-4R é expresso em linfócitos e células das papilas da derme. O α-MSH 



23 
 

 
 

apresenta uma afinidade menor ou igual ao ACTH para o MC-3R, já para o MC-4R estes 

hormônios apresentam uma afinidade igualmente forte(Brzoska et al, 2008). 

O MC-5R atua na regulação da secreção das glândulas sebáceas e termoregulação. 

Camundongos mutantes para o gene Mc-5r apresentam uma redução na secreção das 

glândulas sebácea (Chen et al, 1997; Maaser et al, 2006). Além disso, MC-5R também é 

expresso em mastócitos, macrófagos e linfócitos(Brzoska et al, 2008; Maaser et al, 2006). 

Nas células B e T a ligação de α-MSH ao receptor MC-5R ativa a via JAK/STAT, o que 

sugere uma ação imunomodulatória deste receptor(Buggy 1998). O peptídeo α-MSH 

apresenta uma afinidade maior ou igual ao do ACTH para o MC-5R(Brzoska et al, 2008). 

A maioria dos efeitos anti-inflamatórios do α-MSH in vitro foi encontrada 

juntamente com a expressão de MC-1R(Luger and Brzoska 2007). Dentre eles tem sido 

demonstrado que este peptídeo é capaz de suprimir a produção de citocinas proinflamatórias, 

tais como IFN-γ(Luger et al, 1993), TNF-α(Hill et al, 2006), IL-1β (Bohm et al, 1999), 

bem como de outros mediadores inflamatórios, tais como prostaglandina(Nicolaou et al, 

2004), espécies reativas de oxigênio (Oktar et al, 2004) e histamina(Adachi et al, 1999), além 

de induzir a produção de IL-10(Bhardwaj et al, 1997; Redondo et al, 1998). Adicionalmente 

α-MSH é capaz de inibir a ativação de NF-κB, por meio do aumento dos níveis intracelulares 

de cAMP, impedir a degradação da subunidade inibitória IκBα e a translocação da subunidade 

p65 de NF-κB para o núcleo em células monocíticas humanas da linhagem U937(Manna and 

Aggarwal 1998) e células endoteliais da microvasculatura dermal (Kalden et al, 1999). 

Ainda in vitro, foi demonstrado que α-MSH suprime a proliferação de linfócitos T 

(Cooper et al, 2005) e a ativação de basófilos humanos induzida por alérgeno(Bohm et al, 

2012), os níveis de expressão das moléculas de adesão E-selectina, VCAM(Kalden et al, 

1999), ICAM-1(Morandini et al, 1998) e de moléculas coestimulatórias, tal como 

CD86(Bhardwaj et al, 1997). 

Estudos in vivo mostraram que o neuropeptídeo α-MSH apresenta uma potente 

atividade antipirética(Daynes et al, 1987; Martin and Lipton 1990). Além disso, o tratamento 

com este peptídeo é capaz de inibir a inflamação aguda, como demonstrada pela redução do 

edema de pata induzido pela injeção de carragenina(Hiltz and Lipton 1990), a inflamação 

alérgica das vias aéreas (Raap et al, 2003) e suprimir a síntese de colágeno, reduzindo a 

fibrose tecidual em modelo murino de esclerodermia(Kokot et al, 2009). 

Na pele o α-MSH atua na síntese de eumelanina, na regulação da proliferação e 

diferenciação de queratinócitos e melanócitos, além de modular a produção de citocinas por 
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células endoteliais e fibroblastos(Scholzen et al, 1998). Também foi demonstrado que ele é 

capaz de induzir células T reguladoras imunossupressoras in vitro e in vivo, as quais inibiram 

a progressão da inflamação de pele, semelhante à psoríase, em camundongos, e suprimiram a 

proliferação e secreção de citocinas por células T-helper-17 (Th17) de pacientes com psoríase 

(Auriemma et al, 2012). 

Durante a fase inicial do reparo de lesões de pele, Muffley e colaboradores, em 2011, 

mostraram a expressão do receptor MC-1R e seu ligante α-MSH, tanto em células 

inflamatórias, quanto em queratinócitos da língua epitelial, na área da ferida. 

 

1.5 – A proteína agouti 

 

 

A proteína agouti é uma molécula de sinalização parácrina secretada por células da 

papila dermal, adjacentes aos melanócitos(Bultman et al, 1992; Lu et al, 1994; Ollmann et al, 

1997). É expressa na região do folículo piloso, onde afeta a pigmentação da pele por ser um 

antagonista de MC-1R(Bultman et al, 1992; Lu et al, 1994). A ligação de α-MSH ao receptor 

dispara a elevação dos níveis de cAMP e ativação da tirosinase, enzima limitante da 

velocidade de melanogênese, resultando na produção de eumelanina. Na presença de agouti, a 

síntese de eumelanina é desligada e a via padrão de produção da feomelanina é 

ativada(Dinulescu and Cone 2000). 

Em roedores Agouti é expresso somente na pele, em humanos, entretanto, AGOUTI 

tem um amplo padrão de distribuição, sendo expresso no tecido adiposo, nos testículos, nos 

ovários, coração e em níveis mais baixos nos rins e fígado(Kwon et al, 1994). Sua exata 

função biológica permanece desconhecida, uma vez que parece não desempenhar nenhum 

papel na pigmentação humana(Dinulescu and Cone 2000). 

Estudos in vitro usando proteína recombinante de rato mostraram que agouti é um 

potente antagonista de MC-1R e MC-4R (faixa nanomolar), um antagonista relativamente 

fraco de MC-3R e um antagonista muito fraco para o MC-5R. Estudos farmacológicos de 

agouti murino demonstraram que seu mecanismo de ação é um clássico antagonismo 

competitivo pelos receptores de melanocortina(Kiefer et al, 1998; Lu et al, 1994; Willard et 

al, 1995). 

A análise funcional da proteína de sinalização agouti (ASP) recombinante, o 

homólogo humano da proteína agouti murina, indica um perfil farmacológico semelhante. Em 
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humanos ASP é um antagonista potente de MC-1R e MC4-R e um antagonista relativamente 

fraco em MC-3R e MC5-R. O antagonismo competitivo de ASP é evidente, no entanto, 

apenas para MC1-R (Yang et al, 1997). 
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2 – JUSTIFICATIVA 

 

Atualmente diversos trabalhos têm mostrado que o sistema imune é fundamental para 

se determinar a qualidade do processo de reparo, principalmente no que diz respeito à 

extensão da cicatriz formada e capacidade de recuperação, anatômica e funcional, de órgãos e 

tecidos lesionados. Durante o processo de reparo de feridas cutâneas a ausência de um 

processo inflamatório ou a redução do mesmo tem sido correlacionada à maior capacidade 

regenerativa observada em fetos ou um melhor processo de cicatrização em adultos.  

O hormônio α-MSH apresenta intensas propriedades anti-inflamatórias, é produzido 

na pele e já foi demonstrado sendo capaz de melhorar algumas alterações inflamatórias neste 

órgão. Logo, investigar se este peptídeo é capaz de alterar a inflamação durante as fases 

iniciais do reparo de lesões cutâneas, de modo que resulte em uma melhora da cicatriz 

formada, pode contribuir para ampliar a compreensão a respeito do processo de cicatrização 

de feridas e sua relação com o sistema imune.  

Segundo a Sociedade Internacional de Cirurgia Plástica Estética (ISAPS), o Brasil 

ocupa o segundo lugar no ranking mundial de cirurgias plásticas (ISAPS 2010), entre os 

quais, de acordo a Sociedade Brasileira de Cirurgia Plástica (SBCP), cerca de 73% são 

estéticas e 27% de reparação (SBCP 2009).  Assim, aliado à necessidade de ampliar o 

conhecimento sobre como o sistema imune pode interferir diretamente no processo de reparo 

e considerando que o número de cirurgias plásticas realizadas no mundo tem aumentado a 

cada ano a prevenção ou redução da formação de cicatrizes, em alguns casos hipertróficas, 

após uma cirurgia é uma importante área de interesse da cirurgia plástica.  
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3 – OBJETIVOS 

 

3.1 – Objetivo Geral 

 

 

Avaliar se a injeção do α-MSH ou de agouti, minutos antes da realização de uma lesão 

cutânea, altera a cicatrização em camundongos adultos. 

 

3.2 – Objetivos específicos 

 

 

A – Investigar se o peptídeo α-MSH ou a proteína agouti alteram o número de leucócitos, 

fibroblastos e mastócitos na área da cicatrização no terceiro dia após a lesão. 

 

B – Analisar macroscópica e microscopicamente se o peptídeo α-MSH ou  a proteína agouti 

alteram a área de cicatriz aos 40 dias após a lesão.  

 

C – Verificar se o peptídeo α-MSH ou agouti alteram a deposição de colágeno ou o número 

de fibroblastos presentes na área da lesão 40 dias após sua realização.  

 

D – Analisar e quantificar a deposição de colágeno I e III na área de cicatriz, 40 dias após a 

realização da ferida cutânea e injeção de α-MSH. 
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4 – MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 – Animais 

 

 

Camundongos C57BL/6, machos, de 8-10 semanas, obtidos do Centro de Bioterismo 

da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) foram acomodados no Biotério de 

Animais Experimentais do Departamento de Morfologia (Câmara Climatizada), alimentados 

com ração padrão para camundongos e água de acordo com as recomendações do Comitê de 

Ética em Experimentação Animal (CETEA) da Pró-Reitoria de Pesquisa da UFMG. Protocolo 

CETEA/UFMG número 7/2009. 

 

4.2 – Organização e denominação dos grupos experimentais 

 

 

Durante a realização dos experimentos os animais foram divididos, aleatoriamente, 

em grupos de 5 indivíduos. Após a realização da lesão excisional na pele do dorso, os 

camundongos foram acomodados em gaiolas isoladas para que fossem minimizadas as 

interferências no processo de reparo tecidual.  

A partir de dados da literatura a dose de proteína agouti administrada nos animais foi 

de 125 mg/kg. Para o hormônio  α-MSH foi necessário padronizar a dose a ser utilizada uma 

vez que haviam dados muito diferentes na literatura. Assim foram testadas 3 doses: 0,5 

mg/kg, 1,0 mg/kg e 2,5 mg/kg.  

 A denominação dos grupos durante a realização dos experimentos, bem como os 

procedimentos aos quais cada um foi submetido são apresentados na tabela 1.  
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Tabela 1 – Grupos experimentais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 – Injeção de salina 0,9% 

 

 

Na mesma data em que os animais dos grupos experimentais foram injetados com o 

hormônio α-MSH ou com o antagonista agouti, os do grupo salina receberam uma injeção 

intraperitonial (i.p.)contendo 200 µL de salina 0,9%. 

 

4.4 – Tratamentos experimentais 

 

 

Os animais do grupo experimental α-MSH receberam 0,5mg/kg, 1,0mg/kg ou 

2,5mg/kg do hormônio, por via i.p., 30 minutos antes da realização da ferida excisional. O 

peptídeo α-MSH (CALBIOCHEM, USA) foi ressuspendido em água Mili-Q, em uma 

concentração de 1mg/mL, aliquotado e armazenado a -20ºC. 

Os animais do grupo experimental agouti receberam125mg/kg desse antagonista, por 

via i.p., 30 minutos antes da realização da lesão. Esta proteína (PHOENIX 

PHARMACEUTICALS, INC, USA) foi ressuspendida em salina, em uma concentração de 

100µg/mL, aliquotada e armazenada a -20ºC. 

 

 

 

 

Grupos Salina 0,9%(via i.p) Tratamento(via ip) 

Pele Intacta - - 

Salina + - 

α-MSH - 0,5 mg/kg de α-MSH 

α-MSH - 1,0 mg/kg de α-MSH 

α-MSH - 2,5 mg/kg de α-MSH 

Agouti - 125mg/kg de Agouti 
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4.5 – Protocolo experimental 

 

 

A figura 1 apresenta, de maneira resumida, os principais procedimentos realizados 

durante a elaboração deste trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Protocolo experimental.Os principais procedimentos realizados estão esquematizados 

nesta figura. 

 

4.6 – Ferida excisional 

 

 

Os camundongos foram anestesiados pela injeção i.p. de 0,10 ml de uma solução de 

cloridrato de ketamina (97 mg/Kg) (Dopalen injetável-Vetbrands) e Xilazina (16,5 mg/Kg) 

(Dopaser solução injetável) diluídos 1:3 em salina fisiológica. Após a anestesia, foi feita a 

tricotomia e limpeza da pele com álcool 70%, e, posteriormente, realizada a ferida na pele do 

dorso do animal com o auxílio de um punch dermatológico, cujo diâmetro é de 6,5mm, figura 

2. 

30 minutos 

40 dias após 

1º) Registro digital da região contendo a 
ferida 
 
2º) Fixação em Formalina de Carlson, pH 
7,0. 
 
3º) Inclusão em parafina 
 
4º) Cortes transversais de 5 µm 
 
5º) Coloração tricromático de Gômori 
 

 

3 dias após 

1º) Registro digital da região 
contendo a ferida 
 
2º) Fixação em DMSO/Metanol. 
 
3º) Inclusão em paraplast 
 
4º) Cortes transversais de 5 µm 
 
5º) Imunofluorescência para colágeno 
I e III 
 

 

1º) Registro digital da região contendo a 
ferida 
 
2º) Fixação em Formalina de Carlson, pH 
7,0. 
 
3º) Inclusão em parafina 
 
4º) Cortes transversais de 5 µm 
 
5º) Coloração HE ou azul de toluidina 
 

 

Salina, α-MSH ou 

agouti(i.p) 

C57BL/6, machos,  
8-10 semanas 
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Figura 2 – Esquema de realização da ferida excisional na pele do dorso de camundongos. Em 2A 

o animal encontra-se em decúbito ventral, anestesiado, com o pêlo da região dorsal raspado 

(tricotomia). Em seguida a pele da região dorsal é alinhada com o plano mediano do corpo do animal, 

figura 2B. Posteriormente, em decúbito lateral, com o auxílio de um punch dermatológico cujo 

diâmetro é de 6,5 mm, figura 2C, 2 lesões excisionais são realizadas na pele do dorso, figura 2D, nas 

quais são retiradas a epiderme, derme, hipoderme e panículo carnoso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

A B 

D 

 

C 
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4.7 – Período pós-operatório 

 

 

Logo após realização das lesões cutâneas dorsais, enquanto estavam sob o efeito da 

anestesia, os animais tiveram os olhos cobertos com algodão embebido em salina 0,9% para 

evitar que os mesmos pudessem sofrer um ressecamento ocular, o que poderia resultar em 

uma posterior cegueira. Durante todo o período de recuperação pós-operatória gotas de salina 

0,9% foram adicionadas ao algodão para que o mesmo pudesse permanecer úmido. 

Durante a recuperação após o procedimento cirúrgico os animais foram 

acondicionados no interior de uma estufa, mantida com a porta semi-aberta, com a 

temperatura de aproximadamente 36ºC, até que apresentassem mobilidade suficiente para 

serem acondicionados individualmente em suas gaiolas. 

 

4.8 – Período após recuperação cirúrgica 

 

 

Os animais foram mantidos individualmente por três ou quarenta dias com água e 

ração ad libitum até o momento do sacrifício para coleta da pele com a região lesionada. 

 

4.9 – Coleta da região lesionada e processamento histológico 

 

 

Três ou quarenta dias após a realização das feridas excisionais, os animais foram 

anestesiados, a região contendo a lesão foi fotografada e coletada para análise histopatológica. 

Em todos os experimentos as feridas do lado esquerdo dos animais foram colocadas em papel 

filtro, fixadas em Formalina de Carson em Tampão Milloning (pH 7.0) por 24h e em seguida 

transferidas para um recipiente contendo álcool 70%. As feridas do lado direito dos animais 

foram colocadas em papel filtro, fixadas em DMSO 20% + Metanol 80% a -80ºC e 

criosubstituídas por seis dias. 

Após a fixação cada ferida, seja esquerda ou direita, coletada 3 dias após sua 

realização, foi cortada ao meio, perpendicularmente ao plano ântero-posterior, como mostra a 

figura 3. 
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Figura 3 - Coleta da área contendo a ferida cutânea 3 dias após sua realização 

 

As feridas coletadas 40 dias após sua realização também foram cortadas ao meio 

após fixação, porém paralelo ao plano lateral, como mostra a figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Coleta da área contendo a ferida cutânea 40 dias após sua realização. 

 

Posteriormente uma das metades fixadas em Formalina de Carson foi submetida aos 

seguintes procedimentos: 

 

 
 

Fixação em 

DMSO+Metanol 

Fixação em Formalina 

de Carson 

 

Fixação em 

DMSO + Metanol 

 

Fixação em 

Formalina de Carson 
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1º) Desidratação: imersão em uma série gradual de alcoóis (80% - 100%), a temperatura 

ambiente, por 30 minutos cada. 

2º) Diafanização: imersão em uma seqüência de três recipientes contendo xilol em 

temperatura ambiente, por 20 minutos cada. 

3º) Infiltração: imersão em uma seqüência de três recipientes contendo parafina a uma 

temperatura de 56° C, por 20 minutos cada. 

4º) Inclusão: em parafina a uma temperatura de 56ºC. 

Após a inclusão, foram realizados cortes histológicos com uso do Micrótomo Semi 

Automático (Microm – HM 335 E) na espessura de 5µm. Esses cortes foram corados com 

hematoxilina e eosina (HE), tricromático de Gômori ou azul de toluidina para avaliação 

histopatológica. 

Para realização da técnica de imunofluorescênciaos tecidos coletados quarenta dias 

após a lesão, após imersão em DMSO 20% + metanol 80%, por seis dias e acondicionados a -

80ºC para criosubstituição, foram transferidos para uma temperatura de -20ºC onde 

permaneceram por 24h. Posteriormente foram submetidos às seguintes etapas:  

1ª) Desidratação: imersão em uma seqüência de três recipientes contendo álcool absoluto, a 

temperatura ambiente, por 30 minutos cada. 

2ª) Diafanização: imersão em uma sequênciade dois recipientes contendo xilol a temperatura 

ambiente, por 30 minutos cada. 

3ª) Infiltração: imersão em recipientes contendo 50% de Xilol+50% de Paraplast Plus, a uma 

temperatura de 63ºC, por 12 horas. Posteriormente os tecidos foram imersos em uma 

sequência de dois recipientes contendo somente paraplast, a uma temperatura de 63ºC, por 

trinta minutos cada. 

4ª) Inclusão: em Paraplast a uma temperatura de 63ºC 

Posteriormente à inclusão, foram realizados cortes histológicos com uso do 

Micrótomo Semi Automático (Microm – HM 335 E) na espessura de 5µm. Na seqüência os 

tecidos foram submetidos à técnica de imunofluorescência para análise das fibras de colágeno 

I e III. 
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4.10 – Técnica de imunofluorescência indireta 

 

 

Depois de seccionados, os tecidos foram submetidos às seguintes etapas: 

1ª) Desparafinização: imersão em uma sequência de três recipientes contendo xilol a 

temperatura ambiente, por 5 minutos. 

2ª) Hidratação: imersão em uma série gradual de álcoois (25%-100%). Posteriormente em 

água a temperatura ambiente por 3 minutos e em seguida em PBS a temperatura ambientes 

por 3 minutos.  

3ª) Bloqueio: primeiramente a região ao redor dos cortes foram secas, os mesmos 

circundados com uma caneta hidrofóbica e, posteriormente, 50 µL de uma solução de 

bloqueio constituída de PBS/BSA 1% + Tween 20 0,1%, a temperatura ambiente, foi 

adicionada e permaneceu sobre os mesmos por 60 minutos. 

4ª) Incubação – anticorpo primário: a região ao redor dos cortes foi seca, os mesmos 

circundados com uma caneta hidrofóbica e, posteriormente, 50 µL de uma solução contendo o 

anticorpo primário diluído em PBS com BSA 0,1% e Tween 20 0,01% foi adicionada e os 

mesmos acondicionados a 4ºC overnight. 

5ª) Lavagem: as lâminas foram imersas três vezes em PBS, a temperatura ambiente, por 5 

minutos cada. 

6ª) Incubação – anticorpo secundário: a região ao redor dos cortes foi seca, os mesmos 

circundados com uma caneta hidrofóbica e, posteriormente, 50 µL de uma solução contendo o 

anticorpo secundário diluído em PBS com BSA 0,1% e Tween 20 0,01% foi adicionada e 

permaneceu sobre os mesmos por 60 minutos.  

7ª) Lavagem: as lâminas foram imersas três vezes em PBS, a temperatura ambiente, por 5 

minutos cada. 

8ª) Montagem das lâminas: as lâminas foram montadas utilizando uma solução de glicerina 

90%/TRIS 1M 10%, pH 9,0, a 25ºC. 

As especificações dos anticorpos utilizados encontram-se na tabela 2. 
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Tabela 2 – Especificações dos anticorpos utilizados na técnica de imunofluorescência 

indireta 

 

Anticorpos Especificação Diluição Fabricante 

Primário Policlonal, coelho anticolágeno I 1:50 Rockland 

 Policlonal, coelho anticolágeno III 1:50 Rockland 

Secundário Policlonal, cabra anti-IgG de coelho 

conjugado com Alexa 488 

1:200 Molecular 

Probes 

 

A denominação dos grupos e os tipos de anticorpos adicionados a cada um são 

mostradas na tabela 3.  

 

Tabela 3 – Grupos e anticorpos utilizados 

Grupos Anticorpo primário Anticorpo secundário 

Pele intacta - - 

Pele intacta - + 

Pele intacta + + 

Salina + + 

α-MSH + + 

 

O grupo controle pele intacta, no qual não foi utilizado nenhum anticorpo, primário 

ou secundário, permitiu verificar se o tecido, por si só, possuía autofluorescência. O grupo 

controle pele intacta no qual foi utilizado somente o anticorpo secundário, permitiu verificar 

se o mesmo era capaz de se ligar a outra molécula, que não o anticorpo primário. 

 

4.11 – Análise histopatológica qualitativa e quantitativa da área da lesão 

 

 

Através da coloração de HE foi possível realizar uma descrição qualitativa das 

regiões lesadas, bem como quantificar o infiltrado de leucócitos e fibroblastos presentes nas 

mesmas. A coloração de azul de toluidina permitiu a quantificação de mastócitos presentes na 

área estudada. O tricromático de Gômori possibilitou uma análise qualitativa da disposição 

das fibras colágenas depositadas na área lesionada, bem como quantificar a área da lesão.  
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Os cortes submetidos à técnica de imunofluorescência foram analisados em 

microscópio confocal Zeiss 510 Meta. A partir da técnica de imunofluorescência indireta foi 

possível analisar, por microscopia confocal, a disposição das fibras de colágeno I e III, 

depositadas na área da lesão, bem como quantificar a presença de cada uma delas. Para estas 

análises foram determinadas as diluições ideais dos anticorpos primários e secundário, que 

são apresentadas na tabela 2. 

 

4.12 – Aquisição de imagens 

 

 

As imagens dos cortes submetidos às colorações de HE, azul de toluidina ou 

tricromático de Gômori foram adquiridas utilizando uma câmera Olympus Q Colour 3 

acoplada ao microscópio Olympus BX50 conectadas ao computador através do programa Q-

Capture Pro (QImaging, Canadá).  

As imagens dos cortes submetidos à técnica de imunofluorescência foram adquiridos 

com a utilização do microscópio confocal Zeiss 510 Meta. 

 

4.13 – Medida da área, em vista macroscópica, da ferida excisional 

 

 

No terceiro e quadragésimo dia após a realização das feridas as mesmas foram 

fotografadas antes da coleta. Para isso os animais foram anestesiados e posicionados ao lado 

de uma régua milimetrada. As fotos foram feitas com máquina digital Sony DSC-F717, 

mantida todo tempo a uma distância constante da região fotografada, sendo as imagens 

posteriormente analisadas com o programa Image Tool Version 3.0 (UTHSCSA, San 

Antonio, Texas USA), através do qual a área da lesão foi determiada em mm
2
. 
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4.14 – Análise morfométrica em microscopia de luz 

 

 

O número de leucócitos, mastócitos e fibroblastos foram determinados na área lesada 

3 dias após realização da ferida, sendo que estas últimas células também foram contadas após 

40 dias. Para isso foi utilizada a objetiva de 100x e contadas dez áreas de 100 µm² cada dentro 

da região lesionada, com auxílio de um retículo acoplado a ocular do microscópio, figura 5. 

As áreas analisadas foram determinadas seguindo uma linha reta, sempre deslocando o campo 

em um único sentido, com espaçamento de 100 a 300 µm entre duas regiões analisadas a 

depender da característica da região de reparo, mantendo cinco áreas logo abaixo do língua 

epitelial e cinco em uma região mais inferior. 

   

 

Figura 5 – Retículo utilizado para análises morfométricas.O retículo apresenta uma área de 100 

µm² e é acoplado à ocular do microscópio.  

 

4.15 – Análise em microscópio confocal 

 

 

Os cortes submetidos à técnica de imunofluorescência foram analisados em 

microscópio confocal (Zeiss 510META; Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany). Foram 

capturadas de 3 a 5 imagens em diferentes áreas da região de cicatriz. A escolha das áreas foi 

feita seguindo uma linha reta, sempre deslocando o campo em um único sentido. A 

intensidade de fluorescência foi analisada com auxílio do programa Image Tool Version 3.0 

(UTHSCSA, San Antonio, Texas USA) e do programa Zeiss LSM ImageExaminer. 

A intensidade de fluorescência é fornecida através da unidade “Nível de Cinza”, que 

varia do valor zero (preto) ao valor 255 (branco). Quanto mais próximo ao valor 255, maior a 

intensidade fluorescência. Para a análise quantitativa todos os parâmetros de configuração do 

microscópio obtidos no início da aquisição dos dados foram mantidos para cada anticorpo 
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usado para as amostras de todos os grupos experimentais e controle do anticorpo secundário, 

tornando o nível de fluorescência uniforme, confiável e possível de comparação. 

 

4.16 – Análise estatística dos resultados 

 

 

As análises estatísticas foram realizadas usando o programa Graphpad Prism5 

(GraphPad Software, CA, USA). Uma vez que os dados apresentaram uma distrituição normal 

(paramétricos) a significância das diferenças entre os grupos foi determinada através de 

análise de variância utilizando os testes One-way ANOVA, para análises de três grupos ou 

Teste T de Student não pareado para análise de dois grupos. Foi aplicado o pós-teste 

Newman-Keuls. Os valores de p ≤ 0,05 foram considerados significativos e os resultados 

foram expressos como a média ± SEM. 
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5 – RESULTADOS 

 

5.1 – Padronização da dose do hormônio α-MSH 

 

 

Partindo de dados existentes na literatura testamos três diferentes doses de α-MSH, 0,5 

mg/kg, 1,0 mg/kg e 2,5 mg/kg, para verificar se alguma delas teria efeito no número de 

leucócitos encontrados no terceiro dia após realização da ferida. O hormônio foi injetado 30 

minutos antes da realização da lesão em um volume final de 200 µl de solução e os animais 

do grupo controle foram injetados com 200 µL de salina. Após 3 dias, as feridas foram 

coletadas, processadas e coradas com HE, como descrito em materiais e métodos, para 

análises histopatológicas e análise morfométrica do número de leucócitos presentes na área 

lesionada. 

Os animais dos grupos injetados com 0,5 mg/kg e 2,5 mg/kg, de maneira semelhante 

aos animais do grupo controle salina, apresentaram alterações inflamatórias bem intensas. 

Nestes grupos foi possível observar a presença de vasos bem dilatados e congestos, a presença 

expressiva de material necrofibrinóide (crosta) sobre a área lesada, além de uma grande 

quantidade de exsudação plasmática e celular, tabela 4. No grupo injetado com 1,0 mg/kg 

estes sinais inflamatórios descritos anteriormente foram menos intensos. 

 

Tabela 4 – Padronização da dose de α-MSH – análise semiquantitativa  

 

Grupos Alterações 

vasculares 

Crosta Exsudato 

plasmático 

Exsudato 

leucocitário 

Salina +++ +++ +++ +++ 

0,5 mg/kg de α-MSH +++ +++ +++ +++ 

1,0 mg/kg de α-MSH ++ ++ + + 

2,5 mg/kg de α-MSH +++ +++ +++ +++ 

 

Considerando que a exsudação de leucócitos é o elemento morfológico mais 

característico das inflamações(Rubin et al, 2006), após análise qualitativa das feridas, foi 

realizada uma análise quantitativa do número de leucócitos presentes na área da lesão. O 

número de células inflamatórias presente no grupo injetado com 1,0 mg/kg foi 
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significativamente menor do que oobservado no grupo controle salina, bem como nos grupos 

injetados com 0,5 mg/kg e 2,5 mg/kg de α-MSH, figura 6. 

 

 

 

 

Figura 6 – Injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH diminui o número de leucócitos presentes na área da 

lesão 3 dias após sua realização, enquanto 0,5 mg/kg e 2,5 mg/kg não.. Análise morfométrica do 

número de leucócitos 3 dias após a lesão + injeção de salina (barra branca), lesão + injeção de 0,5 

mg/kg de α-MSH  (barra pontilhada), lesão + injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH  (barra preta) ou lesão + 

injeção de 2,5 mg/kg de α-MSH  (barra com linhas horizontais). Dados representam média ± erro 

padrão, *p≤0,05 1,0 mg/kgde α-MSH é estatisticamente menor que salina, **p≤0,05 1,0 mg/kg de α-

MSH  é estatisticamente menor que 0,5 mg/kg de α-MSH, #p≤0,05 1,0 mg/kg de α-MSH é 

estatisticamente menor que 2,5 mg/kg de α-MSH. 

 

5.2 – Determinação da área macroscópica da lesão 

 

 

No terceiro dias após realização das feridas e injeção de 1,0 mg/kg de do hormônio 

α-MSH, 125 mg/kg da proteína agouti ou salina, os animais foram anestesiados e 

posicionados em decúbito lateral, direito e esquerdo, para que a região contendo as lesões 

fosse fotografada. Para isso foi utilizada uma câmera digital mantida a uma distância 

constante dos animais, como descrito em materiais e métodos. A escolha de medir a área da 

ferida e não do diâmetro se deve ao fato de que as lesões de pele apresentam um formato 

relativamente irregular.  

 

3 dias após a lesão 
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Figura 7 – Injeção de 125 mg/kg de agouti ou 1,0 mg/kg de α-MSH não altera a área das lesões 3 

dias após a realização das mesmas. Vista macroscópica da pele da região dorsal dos camundongos 

contendo a ferida (A-C). Em (D) encontra-se a área da ferida 3 dias após injeção de salina (barra 

branca), injeção de 125 mg/kg de agouti (barra pontilhada)ou injeção de 1,0 mg/kg α-MSH  (barra 

preta). Dados representam média ± erro padrão. As médias não foram significativamente diferentes 

entre os grupos. 

 

 

 

 

 

 

Salina Agouti α-MSH 

3 dias após a lesão 
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Como mostrado na figura 7, a área de lesão medida 3 dias após sua realização, não 

foi significativamente diferente entre os grupos.  

 

5.3 – Determinação do número de leucócitos e fibroblastos presentes na área da lesão 3 

dias após a injeção de α-MSH ou proteína agouti. 

 

 

A análise histopatológica qualitativa da pele coletada no terceiro dia após a lesão e 

corada com HE mostrou que o grupo injetado com o neuropeptídeo α-MSH, figura 8C e 8F, 

apresentou uma menor deposição de material necrofibróide sobre a lesão, alterações 

vasculares menos acentuadas, como por exemplo, uma redução na freqüência de capilares 

intumescidos e vasos congestos, presença de uma menor área adjacente à lesão rica em células 

inflamatórias, bem como um menor exsudado plasmático e leucocitário constituído por 

neutrófilos, macrófagos e linfócitos, figura 8F.  

Para realização da análise morfométrica e determinação do número de leucócitos e 

fibroblastos foram contados dez áreas de 100 µm² cada, em um corte histológico, com auxílio 

de um retículo, como descrito em materiais e métodos.  

A análise morfométrica, 3 dias após a lesão, confirmou a análise histopatológica, 

demonstrando que o grupo injetado com o peptídeo α-MSH apresenta uma redução 

significativa do infiltrado leucocitário, figura 8G, comparado com os grupos agouti e controle 

salina. Porém, no que se refere ao número de fibroblastos, não foi observada diferença 

significativa entre os grupos, figura 8H. 
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Figura 8 - Injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH diminui o número de leucócitos na área da lesão 3 

dias após sua realização, mas não o de fibroblastos . Aspecto histológico da área da ferida 3 dias 

após sua realização nos grupos lesão + salina (A e D), lesão + agouti (B e E) e lesão + α-MSH (C e F). 

Análise morfométrica do número de leucócitos (G) e fibroblastos (H) presentes na área da lesão 3 dias 

após a realização da mesma nos grupos lesão + salina (barra branca), lesão + agouti  (barra pontilhada) 

e lesão + α-MSH  (barra preta). Dados representam média ± erro padrão, *p≤0,05 α-MSH é 

significativamente menor que o grupo salina, #p≤0,05 α-MSH é significativamente menor que o grupo 

agouti. Coloração HE. Magnificação original das microfotografias (A-B-C) 40x e (D-E-F) 100x; 

escala da barra (A-B-C) = 10µm e (D-E-F) = 10µm.  

 

  

Salina Agouti α-MSH 

3 dias após a lesão 

G H 
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Apesar de não haver uma diferença significativa no número de leucócitos presente 

entre os grupos salina e agouti, figura 8G, o segundo apresenta algumas alterações 

inflamatórias mais intensas quando comparado ao primeiro. No grupo tratado com agouti é 

possível observar uma maior deposição de material necrofibróide sobre as lesões, uma maior 

presença de exudato plasmático, resultando em uma região mais edemaciada, nervos 

hipertrofiados, frequentemente circundados por células inflamatórias, além de alterações 

vasculares mais expressivas, como maior freqüência de capilares intumescidos e vasos 

congestos, figuras 8B e 8E. 

 

5.4 – Determinação do número de mastócitos presentes na área da lesão 3 dis após a 

injeção de α-MSH ou da proteína agouti. 

 

 

Posteriormente à quantificação do número de leucócitos presentes na área da lesão, a 

quantificação do número de mastócitos também foi realizada nos grupos injetados com α-

MSH, agouti ou salina. Para isto, a pele coletada no terceiro dia após a lesão foi fixada, 

submetida a processamento histológico e corada com azul de toluidina. Para realização da 

análise morfométrica foram contadas dez áreas de 100 µm² cada, em um corte histológico, 

com auxílio de um retículo, como descrito em materiais e métodos.  

Assim como observado na análise morfométrica do número de leucócitos, o grupo α-

MSH apresentou uma redução significativa do número de mastócitos 3 dias após a lesão, 

figuras 9C e 9D.  
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Figura 9 - Injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH diminui o número de mastócitos na área da lesão 3 

dias após sua realização. Aspecto histológico da área da ferida 3 dias após sua realização nos grupos 

lesão + salina (A), lesão + agouti (B) e lesão + α-MSH (C). Análise morfométrica do número de 

mastócitos 3 dias após a lesão nos grupos lesão + salina (barra branca), lesão + agouti  (barra 

pontilhada) e lesão + α-MSH (barra preta). Dados representam média ± erro padrão, *p≤0,05 α-MSH é 

significativamente menor que salina,  #p≤0,05 α-MSH é significativamente menor que agouti. 

Coloração azul de toluidina. Magnificação original das microfotografias (A-B-C) 1000x; escala da 

barra (A-B-C) = 10µm. 
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5.5 – Determinação macroscópica da área de cicatriz 40 dias após a lesão 

 

 

Diante dos resultados encontrados a partir das análises histopatológicas, os quais 

mostram que 1,0 mg/kg do hormônio α-MSH foi capaz de reduzir as alterações inflamatórias 

ocorridas durante o processo de reparo e sabendo que uma das explicações para a capacidade 

regenerativa encontrada em fetos relaciona-se, exatamente, com uma redução na intensidade 

do processo inflamatório (Cowin et al, 1998; Rolfe and Grobbelaar 2012) a avaliação de uma 

fase mais avançada do processo de reparo fez-se necessária.  

Para isso, α-MSH, agouti ou salina foram injetados 30 minutos antes da realização da 

ferida. Depois de 40 dias, os animais foram anestesiados e as regiões contendo as cicatrizes 

foram fotografadas ao lado de uma régua milimetrada com a utilização de uma câmera digital 

mantida a uma distância constante das feridas, como descrito em materiais e métodos. 

A área de cicatriz do grupo injetado com o peptídeo α-MSH, medida macroscópica, 

figuras 10C e 10D, foi significativamente menor quando comparada às áreas de cicatrizes 

formadas nos grupos injetados com salina, figuras 10A, 10D ou com a proteína agouti, figura 

10B, 10D. 
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Figura 10 - Injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH reduz a área de cicatriz, visão macroscópica, 40 dias 

após realização da ferida. Visão macroscópica da pele de camundongos mostrando a área de cicatriz 

40 dias após a lesão + injeção de salina (A), lesão + agouti (B) e lesão +  α-MSH  (C). Medida 

macroscópica da área da cicatriz 40 dias após a lesão + salina (barra branca), lesão +agouti (barra 

pontilhada) e lesão +  α-MSH  (barra preta). Dados representam média ± erro padrão, *p≤0,05 α-MSH 

é significativamente menor que o grupo salina,  **≤0,05 α-MSH é significativamente menor que o 

grupo agouti. 
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5.6 – Avaliação histopatológica e determinação microscópica da área cicatriz 40 dias 

após a realização da lesão e injeção de α-MSH ou proteína agouti. 

 

 

Como a injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH reduziu a extensão da área de cicatriz 

observada macroscopicamente 40 dias após a realização das lesões cutâneas avaliamos 

também a matriz extracelular da região de reparo, se houve a formação de algum anexo da 

pele ou panículo carnoso, bem como se a redução da área de cicatriz encontrada medida 

macroscópicamente poderia ser observada microscopicamente. Para isto a pele foi fixada em 

Formalina de Carson e corada com HE ou tricromático de Gômori, como descrito em 

materiais e métodos. 

Aos 40 dias após a lesão todos os grupos apresentaram o fechamento completo da 

epiderme, figura 11, como também pode ser visto nas fotografias da pele da região dorsal dos 

camundongos, figura 10. Embora em todos os grupos uma nova epiderme já havia se formado 

40 dias após a lesão,  em nenhum dos grupos analisados foi possível observar a formação de 

novas estruturas, tais como folículos pilosos, glândulas sebáceas ou  panículo carnoso, figura 

11.  
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Figura 11 – Re-epitelização 40 dias após a injeção de salina, 1,0 mg/kg de α-MSH ou 125 mg/kg 

de agouti. . Aspecto histológico da área de cicatriz 40 dias após realização da lesão + salina (A, D), 

lesão + agouti (B, E), lesão + α-MSH  (C, F). Coloração de Hematoxilina e eosina. Magnificação 

original das microfotografias de (A-B-C) 100x, (D-E-F) 1000x; escala da barra (A-B-C)  = 10µm, (D-

E-F) = 20µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Salina Agouti α-MSH 
A B C 

D E F 



51 
 

 
 

Por outro lado, uma diferença bem acentuada na deposição das fibras de colágeno 

pode ser observada, figuras 12 e 13. A pele intacta, apresenta fibras de colágeno mais 

espessas, constituídas de bandas menores e dispostas em um arranjo mais reticular, 

entrelaçado, figura 13D. Já o grupo salina apresenta uma maior retração na região da ferida 

com deposição de fibras mais alongadas e delgadas, dispostas paralelamente à epiderme e 

extremamente compactadas, figuras 12A e 13A. 

O grupo agouti apresenta uma retração da pele na área de reparo menos acentuada 

quando comparado ao grupo salina, figuras 12A e 12D, respectivamente. No grupo agouti, 

figura 13B,as fibras da região de reparo também são mais alongadas e delgadas quando 

comparadas com as da pele intacta, além de apresentarem uma organização paralela à 

epiderme, porém elas são mais definidas e estão dispostas de uma maneira muito frouxa 

quando comparadas às do grupo salina, figura 13A. 

O grupo α-MSH, figura 13C, é o que apresenta uma disposição morfológica das 

fibras mais semelhante à pele intacta. É possível observar que diferentemente do grupo salina, 

neste grupo as fibras são menores, menos compactas, mais espessas e dispostas de maneira 

mais irregular, não paralelas à epiderme. 
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Figura 12 – Área de cicatriz, visão microscópica, e organização das fibras colágenas 40 dias após 

a lesão . Visão microscópica da pele de camundongos mostrando a área de cicatriz 40 dias após a 

lesão + injeção de salina (A), lesão + agouti (D) e lesão +  α-MSH  (G). Aspecto histológico das fibras 

colágenas na área de cicatriz 40 dias após realização da lesão + salina (A, B, C), lesão + agouti (D, E, 

F), lesão + α-MSH  (G, H, I), pele intacta (J, K, L). Coloração tricromático de Gômori. Magnificação 

original das microfotografias de (A-D-G-J) 40x, (B-E-H-K) 400x, (C-F-I-L) 1000x; escala da barra 

(A-D-G-J)  = 20µm, (B-E-H-K) = 10µm, (C-F-I-L) = 10µm 
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Figura 13 – Injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH  melhora a deposição das fibras de colágeno 40 dias 

após realização da lesão . Aspecto histológico da área de cicatriz 40 dias após realização da lesão + 

injeção de salina (A), lesão + injeção de agouti (B), lesão + injeção de α-MSH  (C), pele intacta (D).  

Coloração tricromático de gômori.Magnificação original das microfotografias (A-B-C-D) 1000x; 

escala da barra (A-B-C-D) = 20µm. 
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Assim como mostrado macroscopicamente, a determinação microscópica da área de 

cicatriz 40 dias após a lesão foi significativamente reduzida no grupo injetado com 1,0 mg/kg 

de α-MSH, figuras 12 e 14, quando comparado com os grupos injetados com salina ou 125 

mg/kg da proteína agouti. 

 

 

 

Figura 14 - Injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH reduz a área de cicatriz, medida microscópica, 40 

dias após realização da ferida. Medida microscópica da área da cicatriz 40 dias após a lesão + salina 

(barra branca), lesão +agouti (barra pontilhada) e lesão +  α-MSH  (barra preta). Dados representam 

média ± erro padrão, *p≤0,05 α-MSH é significativamente menor que o grupo salina,  **p≤0,05 α-

MSH é significativamente menor que o grupo agouti. 

 

5.7 – Avaliação da intensidade de fluorescência e disposição das fibras colágenas do tipo 

I e III 40 dias após realização da lesão e injeção de α-MSH. 

 

 

A análise histopatológica das imagens coradas com tricromático de Gômori 

demonstrou a ocorrência de uma melhor deposição de fibras colágenas no grupo α-MSH. 

Logo, uma análise mais detalhada das fibras de colágeno I e III foi realizada. Para isso, as 

feridas coletadas, 40 dias após sua realização e fixadas em DMSO/Metanol, foram submetidas 

às etapas de preparação da técnica de imunofluorescência, como descrito em materiais e 

métodos. 

Embora a intensidade de fluorescência para colágeno I seja semelhante entre os 

grupos, figura 15G, a disposição das fibras não é igual. As fibras presentes no grupo salina, 
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figura 15B, são mais longas, mais delgadas e mais compactadas quando comparadas com as 

da pele intacta, figura 15A, além de estarem dispostas paralelamente entre si. O grupo α-

MSH, figura 15C, apresenta características intermediárias, sendo o que mais se assemelha ao 

grupo pele intacta, uma vez que apresenta fibras mais espessas e emaranhadas quando 

comparado ao grupo salina. 

Com relação ao colágeno III, o grupo α-MSH apresentou uma intensidade de 

colágeno III significativamente maior que os outros grupos, figura 16G. As fibras de colágeno 

III no grupo α-MSH, figura 16C, também apresentam características intermediárias, sendo 

mais espessas e emaranhadas, quando comparadas às do grupo salina, figura 16B,  e por issi 

mais semelhantes às da pele intacta, figura 16A. 
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Figura 15 - Injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH não altera a intensidade de colágeno I presente na 

área de cicatriz 40 dias após realização da ferida. Imunofluorescência com anticorpos anti-colágeno 

I em animais representativos de um dos grupos pele intacta (A), lesão + injeção de salina (B), lesão + 

injeção de α-MSH (C). Intensidade de fluorescência (G) para colágeno I realizada em pele intacta 

(barra com linhas diagonais) ou 40 dias após a realização da lesão + injeção de salina (barra branca), 

lesão + injeção de α-MSH  (barra preta). As imagens representadas em D-F são correspondentes às 

imagens A-C, antes daexcitação pelo laser.Dados representam a média ± erro padrão. Barra de escala 

= 20µm. 
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Figura 16: Injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH aumenta a intensidade de fluorescência e altera a 

disposição das fibras colágenas do tipo III na área de cicatriz 40 dias após realização da lesão. 

Imunofluorescência com anticorpos anti-colágeno III em animais representativos de um dos grupos 

pele intacta (A-D), lesão + salina (B-E), lesão + injeção de α-MSH (C-F). Intensidade de fluorescência 

para colágeno III realizada em pele intacta (barra com linhas diagonais) ou 40 dias após a realização 

da lesão + injeção de salina (barra branca), lesão + injeção de α-MSH (barra preta). As imagens 

representadas em D-F são correspondentes às imagens A-C, antes da excitação pelo laser. Dados 

representam a média ± erro padrão, *p≤0,05 α-MSH é estatisticamente diferente do grupo pele intacta, 

#p≤0,05 α-MSH é estatisticamente diferente do grupo salina. Barra de escala = 20µm 

Salina α-MSH Pele intacta 
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5.8 – Determinação do número de fibroblastos presentes na área de cicatriz 40 dias após 

realização da lesão e injeção de α-MSH ou proteína agouti. 

 

 

Como o grupo injetado com o neuropeptídeo α-MSH apresentou uma maior deposição 

de colágeno III, figura 16, foi realizada a análise morfométrica para determinação do número 

de fibroblastos presentes na área de cicatriz 40 dias após a realização da lesão. Para isso foram 

contados dez áreas de 100 µm² cada, em um corte histológico, com auxílio de um retículo, 

como descrito em materiais e métodos.  

Aos 40 dias após a lesão o número de fibroblastos não apresentou uma diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos, figura 17 

 

 

 

Figura 17 - Injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH ou 125 mg/kg da proteína agouti não altera o 

número de fibroblstos na área de cicatriz 40 dias após a lesão. . Análise morfométrica do número 

de fibroblastos presentes na área de cicatriz 40 dias após a ferida nos grupos lesão + salina (barra 

branca), lesão + agouti  (barra pontilhada) e lesão + α-MSH  (barra preta). Dados representam média ± 

erro padrão, não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos.  

. 
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5 – DISCUSSÃO 

 

O peptídeo α-MSH apresenta uma intensa ação anti-inflamatória, demonstrada em 

vários modelos in vivo e in vitro que pode ser desencadeada através de vias neurogênicas 

descendentes ativadas por meio de sua ligação a receptores de melanocortinas localizados no 

sistema nervoso central, em células do sistema imune ou em outros órgãos(Brzoska et al, 

2008). Na pele, a expressão de α-MSH e do seu receptor MC-1R foi demonstrada durante as 

fases inicias do processo de cicatrização de feridas, tanto em queratinócitos quanto em células 

inflamatórias(Muffley et al, 2011). Entretanto o efeito da injeção deste peptídeo na 

cicatrização de lesões cutâneas ainda não havia sido avaliada. Como a dose de α-MSH 

utilizada em cada trabalho encontrado na literatura é muito variável, neste estudo foi 

necessário padronizar a dose de α-MSH a ser utilizada para avaliação de seus efeitos anti-

inflamatórios durante do reparo de feridas de pele. 

Hiltz and Lipton, em 1990, mostraram que a injeção i.p. de 1,0 mg/kg de α-MSH 

reduziu a inflamação aguda induzida pela injeção de carragenina na pata de camundongos. 

Aqui mostramos que a injeção de 1,0 mg/kg de α-MSH, por via i.p., 30 minutos antes da 

realização das feridas cutâneas, reduziu significativamente o infiltrado leucocitário presente 

na área da lesão, figura 6. Além disso, assim como mostrado para o modelo de inflamação 

aguda(Hiltz and Lipton 1990), em nosso trabalho vimos que a injeção de 0,5 mg/kg de α-MSH 

não altera o número de células inflamatórias na área de reparo, figura 6. Por outro lado, 

Lipton e colaboradores, em 1991, demonstraram que doses inferiores a 0,5 mg/kg, 

administradas diretamente nos ventrículos cerebrais, eram capazes de inibir o edema na orelha 

de camundongos BALB/C induzido por cloreto de picrila (Lipton et al, 1991). 

Os trabalhos in vivo desenvolvidos com o hormônio α-MSH são muito diversos no 

que diz respeito às vias de administração do referido neuropeptídeo. Várias vias, tais como 

intraperitonial, endovenosa, intracerebroventricular, subcutânea, tópica, entre outras são 

descritas na literatura. Nós ainda não testamos o efeito da injeção de α-MSH no reparo das 

lesões cutâneas por outras vias diferentes da intraperitonial, mas achamos que é também 

importante testar o efeito da administração tópica após a realização das feridas na pele.  

Embora nos trabalhos de Hiltz and Lipton, em 1990, doses maiores que 1,0 mg/kg 

apresentaram resultados semelhantes à dose de 1,0 mg/kg, nos nossos experimentos a dose de 

2,5 mg/kg de α-MSH não reduziu o número de células inflamatórias na área da lesão, figura 6. 

Este dado não é inesperado porque as ações de hormônios podem ocorrer em faixas de 
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concentrações ótimas, podendo inclusive haver um efeito de feedback negativo acima de 

determinadas concentrações (Walker et al, 2012). Por isso não avaliamos os outros 

parâmetros do processo de reparo utilizando doses maiores que 1 mg/kg de α-MSH. 

Além de reduzir o infiltrado leucocitário no terceiro dia após a lesão o α-MSH 

também reduziu outros sinais inflamatórios como descrito em resultados.  Os efeitos anti-

inflamatórios desencadeados pelo peptídeo α-MSH podem ser provenientes da inibição da 

ativação do fator de transcrição NF-κB(Manna and Aggarwal 1998), da produção de citocinas 

proinflamatórias (Bohm et al, 1999; Luger et al, 1993; Rajora et al, 1997), de mediadores 

inflamatórios, tais como prostaglandina (Nicolaou et al, 2004) e histamina (Adachi et al, 

1999), bem como pela indução da expressão de citocinas supressoras, tal como IL-10 

(Bhardwaj et al, 1997; Redondo et al, 1998). Além disso, já foi demonstrado que α-MSH 

suprime os níveis de expressão das moléculas de adesão E-selectina, VCAM(Kalden et al, 

1999), ICAM-1(Morandini et al, 1998). Essas alterações poderiam explicar a redução de 

células inflamatórias presentes na área da ferida.  

Se a redução do infiltrado leucocitário desencadeado pela injeção de α-MSH está 

relacionada à inibição da secreção de citocinas ou quimiocinas ou se o hormônio altera a 

capacidade destas células aderirem, rolarem e transmigrarem pelo endotélio, bem como 

migrarem no espaço intersticial em direção ao foco da inflamação ainda não foi esclarecido. A 

análise da expressão de moléculas de adesão e de quimiocinas poderá ajudar a elucidar os 

mecanismos envolvidos neste efeito anti-inflamatório da injeção intraperitoneal de α-MSH em 

lesões cutâneas. 

Em nosso trabalho, através da injeção de agouti 30 minutos antes da realização das 

feridas cutâneas, procuramos verificar se o bloqueio da ligação de α-MSH endógeno aos 

receptores MC-1R e/ou MC-4R teria um efeito pro-inflamatório. Nossos resultados não 

mostraram alteração significativa no número de leucócitos e de mastócitos no terceiro dia 

após a lesão, figuras 8 e 9. No entanto, como descrito nos resultados outros sinais 

inflamatórios estão aumentados em relação ao grupo controle, o qual recebeu injeção de 

salina antes da lesão. Assim, os resultados encontrados demonstram que a proteína agouti, 

injetada por via intraperitoneal, pode impedir a manifestação de alguns efeitos anti-

inflamatórios de α-MSH. Seria interessante avaliar se a injeção de doses diferentes da proteína 

agouti pode modificar o número de leucócitos durante o reparo de lesões cutâneas. 

Evidências da expressão de MC-3R e MC-5R em células do sistema imune, tais 

como macrófagos, linfócitos e mastócitos, sugerem que eles possam mediar alguns dos efeitos 
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anti-inflamatórios do α-MSH (Brzoska et al, 2008; Buggy 1998; Getting et al, 2003). Isto 

poderia explicar o motivo pelo qual o número de leucócitos e mastócitos encontrado no grupo 

injetado com a proteína agouti não é significativamente maior que os encontrado no grupo 

injetado com salina, porém informações sobre a expressão destes receptores durante do 

processo de reparo de feridas cutâneas são desconhecidas. Seria então interessante determinar 

quais dos receptores de melanocortinas apresentam uma expressão mais significativa para este 

modelo. 

Grützkau e colaboradores, em 2000, demonstraram, in vitro, que o hormônio α-MSH 

é capaz de induzir a liberação de histamina em mastócitos purificados da pele humana, porém 

a liberação de algumas citocinas, tais como IL-1β, TNF-α, e TGF-β, bem como de alguns 

fatores de transcrição, tais como NFκB não foram detectados(Grutzkau et al, 2000). 

Contrariamente aos resultados de Grützkau e colaboradores, Adachi e colaboradores, em 

1999, mostraram que α-MSH é capaz de inibir a liberação de histamina por mastócitos 

murinos em cultura. Assim, estudos mais detalhados são necessários para elucidar melhor a 

relação existente entre mastócitos e o hormônio α-MSH, principalmente em modelos in vivo. 

Wulff e colaboradores, em 2012, demonstraram que em animais deficientes para 

mastócitos (Kit 
w/w-v

) há uma redução na formação de cicatriz, 7 e 10 dias após a realização da 

lesão. Além disso, estes mesmos autores mostraram que a pele de embriões de camundongos, 

no 15º dia de desenvolvimento, período no qual eles reparam sem a formação de cicatriz, 

contém um menor número de mastócitos/mm
2
 que a pele de embriões no 18º dia de 

desenvolvimento, onde ocorre o reparo com cicatrização. 

Uma vez que o reparo de feridas cutâneas em camundongos deficientes em 

mastócitos resultou na formação de uma menor área de cicatriz(Wulff et al, 2012) é provável 

que a redução do número de mastócitos encontrada no grupo injetado com o hormônio α-

MSH possa ter contribuido diretamente para a redução da área de cicatriz observada 40 dias 

após a realização da lesão, figura 10.  

A redução do número de macrófagos presentes na área da lesão, durante a fase 

inflamatória do processo de cicatrização de feridas, também resulta na redução da área de 

cicatriz(Lucas et al, 2010). Assim, seria interessante realizar uma análise diferencial do 

infiltrado leucocitário para se determinar se os efeitos anti-inflamatórios do α-MSH foram 

mais pronunciados em algum grupo de células. 

Além da área da cicatriz outro aspecto que deve ser avaliado no processo de 

cicatrização é a composição e disposição das fibras da MEC. Embora o número de 
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fibroblastos, 3 dias após a realização da ferida, tenha se mantido semelhante para todos os 

grupos, uma diferença bem acentuada na deposição das fibras de colágeno pode ser observada 

40 dias após a lesão, figura 11. As fibras colágenas depositadas na área de cicatriz do grupo 

controle injetado com salina são mais longas, delgadas e paralelas, já as presentes no grupo 

pele intacta são mais curtas, espessas e dispostas em forma de rede. As fibras encontradas no 

grupo α-MSH apresentam características intermediárias uma vez que são mais menores, mais 

espessas e emaranhadas, porém não apresentam-se tão definidas e nítidas quanto as 

encontradas na pele intacta, figuras 12, 13 e 14. O grupo agouti também apresentam fibras 

mais longas, finas e dispostas paralelamente a epiderme. 

Embora não haja uma diferença significativa no número de fibroblastos 3 e 40 dias 

após a lesão, figuras 6 e 17, ou seja, na fase inflamatória e de remodelamento do processo de 

reparo, pode haver diferenças no estado de ativação destas células e, neste caso, a 

quantificação de fibroblastos pode não resultar em diferença estatisticamente significativa em 

qualquer momento do processo de reparo.  

A comparação entre o reparo de feridas cutâneas em fetos e adultos, que pode levar a 

um fenótipo mais regenerativo ou de formação de cicatriz, respectivamente, mostra um 

grande número de diferenças nos vários estágios deste processo. Nas fases iniciais observa-se 

a formação de um intenso processo inflamatório, com altos níveis de neutrófilos, macrófagos 

e mastócitos em feridas de adultos, enquanto em fetos o processo inflamatório é mínimo. 

Além disso, a comparação da matriz extracelular formada na região das feridas de fetos e 

adultos mostra significativas diferenças em relação à morfologia e constituição das fibras 

colágenas. Enquanto fetos restauram o padrão de disposição das fibras colágenas encontrado 

nas regiões não lesadas, em adultos isto não é observado. Além disso, as feridas fetais 

apresentam maiores níveis de colágeno do tipo III, quando comparados as feridas de 

adultos(Leung et al, 2012). Embora alta, esta deposição de colágeno III não é excessiva, o que 

pode ser explicado por um rápido turnover dos componentes presentes na MEC(Rolfe and 

Grobbelaar 2012). O colágeno I é o tipo predominante tanto em fetos quanto em adultos, 

porém a pele reparada em fetos apresenta uma relação colágeno III/I maior que a região de 

cicatriz em adultos(Namazi et al, 2011). 

Em nossos resultados mostramos que a arquitetura das fibras colágenas presentes no 

grupo α-MSH apresenta alterações quando comparadas as encontradas no grupo salina. No 

primeiro elas encontram-se mais curtas, espessas e entrelaçadas, indicando que este hormônio 

proporciona uma melhora no arranjo da matriz extracelular. Além disso, o grupo que recebeu 
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α-MSH apresenta uma quantidade de colágeno III maior que a encontrada na própria pele 

intacta, o que pode ser interpretado de duas maneiras: primeira, o hormônio α-MSH melhora o 

processo de reparo de tal maneira que restaura, parcialmente, o padrão encontrado na pele de 

fetos. Neste sentido todos os benefícios relacionados à deposição de fibras colágenas do tipo I 

seriam mantidos, uma vez que a quantidade desta fibra não foi alterada entre os grupos. 

Segunda, a maior quantidade de fibras colágenas do tipo III na área de reparo de indivíduos 

do grupo α-MSH pode refletir uma imaturidade da matriz extracelular relacionada a uma 

alteração da cinética de remodelamento o que indica a necessidade de analisar a região em um 

período posterior.  

Alguns trabalhos têm proposto que o peptídeo α-MSH apresenta uma atividade 

antifibrogênica. Bohm e colaboradores, em 2004, mostraram que o peptídeo α-MSH é capaz 

de reduzir a produção de colágeno I induzida na pele de camundongos Balb/c pela injeção de 

TGF-β, 4 dias após a injeção do mesmo. Além disso, Kokot e colaboradores, em 2009, 

demonstram que o α-MSH suprime a síntese de colágeno I e III induzida por bleomicina, in 

vitro e colágeno I in vivo, usando o modelo de escleroderma, 3 semanas após sua indução. 

Nossos resultados não mostraram alterações na quantidade de colágeno I, 

diferentemente do que foi relatado em alguns trabalhos encontrados na literatura. Porém, 

nestes existem muitas variações com relação aos modelos usados para o estudo, às vias de 

administração, à idade dos animais e ao período de análise do efeito da administração de α-

MSH. Nos trabalhos de Böhm e colaboradores(Böhm 2004), foram utilizados animais recém-

nascidos ea síntese de colágeno foi avaliada apenas 4 dias após a injeção TGF-β. Neste 

mesmo trabalho, os autores afirmam que o conteúdo de hidroxiprolina não pode ser realizado 

por se encontrar abaixo do limite de detecção, ao contrário do que é encontrado para animais 

adultos. Da mesma forma os trabalhos de Kokot  e colaboradors utilizaram animais mais 

jovens, com seis semanas de idade e avaliaram, in vivo, apenas a quantidade de colágeno I, 3 

semanas após a indução do modelo de escleroderma. 

A idade influencia de maneira direta o reparo de feridas, principalmente no que diz 

respeito à constituição da nova matriz extracelular (Whitby and Ferguson 1991). Além disso, 

o processo de cicatrização de feridas apresenta fases nas quais eventos marcadamente 

diferentes acontecem e influenciam diretamente os resultados observados em momentos 

determinados.  

Os resultados aqui apresentados sobre a deposição de colágeno foram obtidos a partir 

da realização de feridas em animais adultos, as quais foram analisadas em um período mais 
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avançado do processo de reparo, 40 dias após realização das mesmas. Além disso, a afirmação 

de que o α-MSH apresenta características antifibrogênicas nos modelos in vivo foi baseada 

apenas na quantificação de fibras colágenas do tipo I. Enquanto que nossos resultados 

apresentam uma análise morfológica da arquitetura das fibras de colágeno I e III, bem como a 

quantificação de ambas. 

Um outro aspecto que ainda deve ser considerado é que 40 dias após a realização das 

lesões, todos os grupos apresentavam um fechamento completo das áreas. Porém se há uma 

diferença na velocidade de fechamento entre o período de 3 a 40 dias, ainda precisa ser 

determinado. 

Assim, os resultados e discussões aqui expostos demonstram que o neuropeptídeo α-

MSH é capaz de melhorar o processo de reparo de feridas cutâneas realizadas em 

camundongos C57BL/6 adultos, além de fornecer novos direcionamentos e questionamentos 

para o estudo do processo de reparo de feridas e sua relação com os sistemas nervoso, imune e 

endócrino, o chamado sistema neuroimunoendócrino.Seria interessante investigar se a 

aplicação de α-MSH posteriormente à realização da lesão, bem como repetidas vezes, 

resultaria em eventos anti-inflamatórios semelhantes, mais ou menos intensos que os 

observados. Mais interessante ainda seria descobrir se a injeção de α-MSH em animais 

diabéticos apresenta efeitos similares, melhorando a cicatrização. 
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7 – CONCLUSÕES 

 

A injeção de 1,0 mg/kg do neuropeptídeo α-MSH diminuiu o processo inflamatório 

ocorrido durante as fases iniciais do reparo de feridas cutâneas reduzindo, 40 dias depois, a 

extensão da área de cicatriz e aumentando a deposição de colágeno III. 

A injeção de 125 mg/kg da proteína agouti não bloqueou completamente os efeitos 

anti-inflamatórios do peptídeo α-MSH endógeno, mas alterou o padrão de deposição de fibras 

colágenas, resultando na formação de uma matriz extracelular mais frouxa. 
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